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质粒介导的喹诺酮耐药基因g咒厂
分子流行病学研究
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【摘要】 目的 了解武汉大学人民医院分离的革兰阴性杆菌中q"r基因及其所携带的广谱B一内

酰胺酶(EsBb)基因的流行情况。方法采用聚合酶链反应(PCR)方法对129株大肠埃希菌、29株

肺炎克雷伯菌和10株阴沟肠杆菌进行qnr基因检测。对qnr阳性株，检测I类整合酶基因及

SHV一1、TEM一1、CTX—M、OxA_I、0X艮Ⅱ、0xA_Ⅲ、DHA、EBC型EsBLS基因。KB纸片法检测对16

种抗菌药物的体外抗菌活性，美国临床实验标准委员会表型筛选和确证试验检测产ESBk株。质粒

接合试验分析口”r基因的水平转移能力，ERICPCR进行DNA同源性分析。结果 6株菌株检出

qnr基因(5株大肠埃希菌和1株阴沟肠杆菌)，肺炎克雷伯菌中未检出；6株菌仅对亚胺培南全部敏

感且对多种抗生素耐药，I类整合酶基因扩增全为阳性，其中有2株大肠埃希菌对环丙沙星敏感，4

株菌携带TEM一1型EsBLs基因、1株菌携带OXA-Ⅲ型ESBLs基因、2株菌携带EBC型AmpC酶；每株

菌至少携带2种以上ESBLs基因。口nr基因介导的喹诺酮类耐药具有水平转移性，DNA同源性分析

有2株指纹图谱一致。结论武汉地区存在q—r基因的流行，q以r阳性株多重耐药严重，且携带多种

ESBLs基因。

【关键词】 q咒r基因；p内酰胺酶基因；大肠埃希菌；阴沟肠杆菌；喹诺酮类；耐药

Characterization of qnr ge眦for pl嬲mid—mediated quioⅡl帅e瑚istance LJ(麓咒g-聊行g，LV X如，LUo

S7zn0-向g，HUANG几玑C坳口rfmP咒￡盯aini∞f L口60m￡o叫，R已咒77z锄Hb印i￡nf， wM^口以miw”i砂，
WM矗nn 430060．China

【Abstract】 Objective 7ro explore the distribution of q，zr gene and broad spectrum p—lactamase

(EsBb)gene in gram-negative bacteria whieh were i幽ated frOm叫r hospital patients。 Methods 弘r

gene in nonrepetitive 129 iaolates of Esc^已ric．1l缸∞Zi，10 isolates of E挖￡已，’06以c￡已r cZoncnc and 29 isolates of

K．p，2已“，zo规i。e were detected by polymerase chain reaction(PCR)．For q挖r gene positive strains，int I，

SHV一1，TEM—l，CTX—M，0XA一工，0XA一Ⅱ，0XA一Ⅲ，DHA and EBC genes were examined．Plasmid

cor巧ugatable test was applied to examine whether q起r gene was located in c011jugate plasmid and ERIC—PCR

was car“ed out for DNA homologious analySis．ESBLs detection(according to phenotypic confirmatory test

based on National Committee for Clinical Laboratory Standards c“te“a) and susceptibility test to 16

antibiotics were also performed． ResuIts q札r gene was found in 6 clinical isolates including 5 strain of

E．∞Zi and one strain of E．cZo以cnc， but q挖r gene was undetectable in K．p扎e“扎D7zi岔P isolates． The 6

clinical is01ates were suspectible to imipenem but resistance to Some other drugs while only 2 iSolates of

E．∞既were susceptible to quirlolone．AJnong the 6 q托r gene—positive strains，an of them belonged to I

type integron—poSitive isolateS，4 iSolates of them were TEM一1 producing strains，with only one iSolate was

oXA-Ⅲgene producing strain，and 2 iSolates of them were EBC producing strains。 Most of them were

with 2 ESBLs gene if not more． q咒r gene was on transferable plasmids which∞uki be disseminated by

clone．Conclusion In Wuhan city，the prevaknce of q挖r was confirmed． q起r gene were fOund with some

ESBLs gene in the same strains，and q扎r gene in suspect strains．The transmission of q咒r gene producing

strains could be mediated by transferable plasmids or clone，forcing us to make intensive investigation and

take effective control measures．

【Key words】 q，zr gene；Broad spectrum B—lactamase gene；E配忍eri幽如∞zi；E竹￡8r06盘f￡8r czo醴c以c；

Quinolone；Resistance

以前的研究认为细菌对喹诺酮类的耐药机制主

要由染色体介导，无水平传播能力。但最近

Martinez—Martinez等⋯发现的质粒介导的喹诺酮类

作者单位：430060武汉大学人民医院检验科

耐药机制，为细菌耐药的分子机制研究开辟了一条

新途径，该质粒介导的耐药基因被命名为卵r，位于

工类整合子上，其编码蛋白Qnr与Ⅱ型拓扑异构酶

特异性结合，减少了喹诺酮类药物的作用靶点，导致
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细菌耐药。o押r基因阳性株往往同时携带多个耐药

基因如8一内酰胺类、氨基糖苷类、磺胺类等；再加上

质粒、整合子、转座子这些可移动元件的存在，增大

了细菌耐药水平传播和多重耐药的机会。本研究为

了解武汉地区q犯r基因的携带情况，并对其B一内酰

胺类耐药基因进行了检测。

材料与方法

1．菌株：收集武汉大学人民医院2005年6月至

2006年2月分离的革兰阴性杆菌168株，其中包括

大肠埃希菌129株、肺炎克雷伯菌29株和阴沟肠杆

菌10株(排除同一病例同一部位重复分离的菌株)。

菌株鉴定采用VITEK32全自动细菌鉴定系统

(BioMerieux，法国)，一70℃保存。

2．试剂和仪器：MH琼脂购自英国OXoID公

司，vITEK32仪器和鉴定卡均购自法国Bio—Merieux

公司。药敏纸片：阿米卡星、氨苄西林、庆大霉素、亚

胺培南、氨曲南、环丙沙星、左旋氧氟沙星、复方新诺

明、头孢唑林、头孢呋辛、头孢噻肟、头孢他啶、头孢

曲松、头孢西丁、头孢吡肟、头孢哌酮／舒巴坦均由北

京天坛药物生物技术开发公司提供。

3．药敏实验及产超广谱B一内酰胺酶(ESBLs)菌

株检测：所有分离株均由该医院检验科微生物室从

临床送检标本中分离，并经VITEK32型全自动细

菌鉴定药敏分析系统鉴定到种。KB纸片药敏试验

方法及ESBLs确证试验均按美国临床实验标准委

员会(NCCLS)推荐的标准操作判读结果心J。阳性

质控菌株采用肺炎克雷伯菌ATCC700603，阴性质

控菌株采用大肠埃希菌ATCC25922。

4．q扎r阳性株最小抑菌浓度(MIC)值的测定：

参考NCCLS2003年标准，采用琼脂平皿2倍稀释

法检测q挖r阳性株对环丙沙星的MIC值，质控株采

用大肠埃希菌ATCC25922。

5．(，竹r基因的扩增与测序：煮沸法提取细菌基

因组DNA。参照文献[3]设计引物，P1：5 7一TCA

GCA AGA GGA TTT CTC A一37，P2：5 7一GGC AGC

ACT ATT ACT CCC A一3 7，扩增片段长度为627 bp。

PCR反应体系包括：0．2 mmol／L MgCl：，

o．2 mm01／L dNTP，o．32 pm01似l上、下游引物，

1．5 U Taq DNA聚合酶，10 ng DNA模板，双蒸水

补足至25肚1。PCR循环条件为95℃变性45 s，48℃

退火45 s，72℃延伸45 s，共30个循环。PCR产物

用含0．5“g／ml溴化乙锭的1．0％琼脂糖凝胶电泳。

部分PCR产物委托上海生工生物工程技术服务有

限公司进行DNA序列分析。

6．I类整合酶基因及ESBLs基因的PCR扩增

程序及引物序列情况见表l。

表1 PcR扩增引物一览表

裂髹 引物序列(5 7～3 7) 溢窿臻瑟簇嫠
(℃)叭姒(bp)

7．卵r阳性株的质粒接合转移实验：挑取单个

菌落接种于LB营养肉汤，培养q咒，-阳性株(供体

菌)和E．∞zi C600链霉素耐药Lac(受体菌)至对

数生长期，取供体菌和受体菌各0．5 ml，加入4 ml新

鲜的LB肉汤中，35℃培养16—24 h。取10“l菌液

种于含2000 mg／L链霉素和0．06 f』g／ml的环丙沙星

药物平板上筛选接合子。

8．口佗r阳性株DNA同源性分析：采用

ERIC—PCR对本院分离的5株q咒r基因阳性的大肠

埃希菌DNA同源性进行分析。ERIC引物5 7一AAG

TAA GTG ACT GGG GTG AGC G一3 7由上海生工生

物工程有限公司合成。PCR反应体系为：

0．2 mmOl／L MgCl2，0．2 HmlOl／L dN皿，0，32 pm01／pl

上、下游引物，1．5 U Taq DNA聚合酶，10 ng DNA

模板，双蒸水补足至25肚l。PCR条件为：94℃预变

性5 min；前5个循环为94℃变性1 min，26℃退火

l min，72℃延伸2 min；后40个循环为94℃变性

30 s，40℃退火30 s，72℃延伸l min；最后72℃延伸

10 min。扩增产物于2％琼脂糖(含0．5扯g／ml溴化

乙锭)中电泳。紫外分析仪下观察结果并用凝胶成

像系统拍照。采用PhyIip 3．5c软件对所构建的电泳

条带图谱同源性进行分析。
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结 果

1．q7zr基因的检测及测序：6株菌中检出q，z，．

基因，结果见图1。其中大肠埃希菌5株(q咒，．阳性

检出率为3．8％)，阴沟肠杆菌1株(口行r阳性检出率

为10％)，肺炎克雷伯菌中未检出。随机选取l株，

基因测序结果经GenBank网上同源性比较，其核苷

酸序列与注册号为AY070235的q，2r基因序列相

同，839位氨基酸由A突变为G，但编码同一种氨基

酸，为无意义突变。

3；E．∞zi 3菌株OxA一Ⅲ组基因检测阳性，见图4；

E．fzo口f以f 4和E．∞Zi 5菌株EBC基因检测阳性，见

图5。其余p一内酰胺酶基因未检出。

注：M：DNA Marker；1～3、5、6：大肠埃希菌；4：阴沟肠杆菌

图2 I类整合酶PCR扩增电泳图谱

注：M：DNA Marker；1～3、5、6：大肠埃希西；4：阴沟肠杆菌

图l qnr基因阳性株电泳图谱

2．口他r阳性株药敏结果及对环丙沙星的MIC

值：6株∽r阳性株对环丙沙星的MIC值分别为： 注：M：DNA Marker；卜3、5、6：大肠埃希菌；4：阴沟肠杆菌；

E．蒯i 1，16 mg／L；E．c以i 2，16 mg／L； E．∞应3， 7：阳性对照株

64 n1彩L；E．矗0盘僦4，8 m彰L；E。∞据5，l m彩L； 图3 TEM基因PcR扩增电泳图谱

E．捌i 6，0．25 ndL。其中E．础i 1、2、3、6为ESBLS

阳性株；E．积i 5、6对环丙沙星敏感；所有菌株仅对

亚胺培南敏感、对多种抗生素耐药(表2)。

表2 6株q，zr阳性菌株药敏试验结果

注：同图3

图4 0xA一Ⅲ型基因PcR扩增电泳图谱

注：R：耐药；s：敏感；中介归于耐药

3．I类整合酶基因及ESBLs基因的检测：6株

q咒r阳性株中工类整合酶基因全为阳性，见图2；其 注：同图3

中E．cozi 1、2、3、5菌株TEM一1基因检测阳性，见图 图5 EBc型基因PcR电泳图谱
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4．质粒接合试验结果：E．c以i 3和E．∞zi 6质粒

转移成功。将接合子种入麦康凯平板，不发酵乳糖，

表现为受体菌生化特征；提取接合子DNA，q咒r基

因PCR扩增阳性。

5．DNA同源性分析：对分离的5株大肠埃希菌

进行染色体DNA分型，菌株均能产生指纹图，重复

实验的分型结果完全一致。该5株菌分属4种基因

型，其中E．∞zi l和E．∞zi 2指纹图谱一致，为流行

病学同源株(图6)。

注：M：DNAMarker；1～5：大肠埃希菌

图6 ERIGPCR电泳图谱

讨 论

质粒介导的喹诺酮耐药基因q规r被报道证实

以来，世界上仅限于欧美和亚洲少数几个国家的报

道。在中国，喹诺酮类药物在国内用药量居第二位，

仅次于B一内酰胺类抗生素，耐药率高达60％～70％，

因此质粒介导的喹诺酮耐药机制的出现无疑对此类

抗生素的临床应用是一个严峻的挑战。虽然q押r

基因的单独存在引起的耐药并未达到具有临床意义

的喹诺酮耐药水平，但质粒介导的喹诺酮耐药机制

补充了传统的喹诺酮耐药途径，使细菌耐药形式多

样化；且q，zr与多种耐药基因尤其是ESBLs耐药基

因并存，使得临床抗感染治疗显得更加困难，因此对

(『卵，一基因的流行情况研究显得尤为重要。

目前国内仅上海、合肥、南京、广州等地区对

口翘，．基因有报道b’6j，但各地区流行情况并不相同。

本实验在129株大肠埃希菌中检测出5株携带q咒r

基因(占3．8％)，10株阴沟肠杆菌中检出1株含q押，一

基因(占10％)，肺炎克雷伯菌中未检出，这与合肥

地区报道的q竹，．基因在肺炎克雷伯菌中有较高的

流行程度并不相同¨』，另外q以，一基因在大肠埃希菌

的检出率低于上海地区报道的7．7％¨。。这可能与

该地区抗生素使用习惯不同有关。目前国内外对

辞托r基因在阴沟肠杆菌中的流行报道尚较少见。在

中国，q咒r基因在肠杆菌科细菌中的检出率普遍较

国外报道的高，这可能与中国喹诺酮类抗生素耐药

率较高有关，但q咒，一基因介导的仅为低水平耐药，

因此其耐药机制与染色体介导的耐药机制之间存在

怎样的相互作用机制，值得更深入的研究。

药敏结果显示，6株q咒r阳性株仅对亚胺培南

全部敏感，且对多种抗生素耐药。其中E．∞zi l、2、

3、6为ESBLs阳性株，E．∞zj 5、6为环丙沙星敏感

株，即q咒r基因可在喹诺酮类敏感株中存在，因此

在选取实验对象时，如果仅对喹诺酮耐药株进行

口咒r基因的筛查，可能会存在漏检。目前已有研究

发现”’⋯，此类携带(『扎r基因的喹诺酮类敏感株在

抗生素选择压力下更易诱导为耐药株，其引起的危

害性将会更大。

6株口挖r阳性株I类整合酶检测全为阳性，证

实了整合子的存在；E．∞zi l、2、3、5菌株TEM一1基

因阳性；E．∞zi 3菌株oXA一Ⅲ组基因阳性；

E．cz∞c以c 4和E．∞zi 5菌株EBC基因阳性，其他检

测基因均为阴性；另外6株q咒r阳性株中均未检测

出CTX—M型ESBLs基因，但E．∞zi 1、2、3、6为

ESBLs阳性株，表明这些菌株中存在未被检测出的

其他类型的ESBLs基因，因此这6株菌可能至少携

带2种以上ESBLs基因。喹诺酮和J3一内酰胺类抗生

素是目前临床应用最广泛的两类抗生素，细菌同时

存在对这两类抗生素的耐药基因，使耐药形式更加

复杂，再加上整合子灵活多样的存在方式和传播方

式为细菌耐药性、甚至是多重耐药性加速传播提供

了便利条件。因此及时检测这两类抗生素的耐药基

因对指导临床用药具很好的指导意义。

接合试验发现口挖r基因介导的喹诺酮耐药具

有水平转移性，但仅2株质粒转移成功，分别为

E．c扰j 3、6；其中E．∞zi 6为喹诺酮类敏感株，表明

介导喹诺酮耐药质粒在耐药表型敏感株中易转移，

因此加强对此类菌株耐药谱的检测显得尤为重要。

ERIC—PCR结果显示，5株(7以r阳性的大肠埃希菌

中，E．∞zj 1和E．∞zi 2指纹图谱一致，为流行病学

同源株，提示病房中可能存在同一菌株的克隆传播。

临床上应加强消毒隔离措施和耐药性检测，合理使

用抗生素，以减少此类菌株的出现和流行。

a咒，一基因在喹诺酮类抗生素敏感株中的出现及

其携带的ESBLs基因谱的流行可能远远超出了人

们的估计。因此在喹诺酮类抗生素耐药现状比较严

重的中国，应加强q笼r基因的检测，尤其对邪r基
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因阳性但喹诺酮类抗生素耐药表型敏感菌株的检

测，积极探索质粒介导的喹诺酮耐药在细菌耐药进

程中所起的作用，从而为有效预防和治疗提供科学

的依据和指导。
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·疾病控制·
河北省蔚县2005～2006年人间布鲁氏菌病监测结果分析

韩国毅 梁党生 化佩伦

按不同地域、方位和既往布鲁氏菌病(布病)发病情况，

选择蔚县有代表性的代王城、宋家庄镇、下富村、杨庄克乡为

固定监测点，草沟堡乡、西合营、暖泉、北水泉镇为流动监测

点。监测对象是7～60岁人群中与牲畜及畜产品有接触的兽

医、饲养员、接羔员、育羔员和皮毛、乳肉加工人员以及其他

重点人群；农民和医务人员为对照人群。按照监测方案进行

调查，并采集可疑人群血清标本进行血清学检测。布鲁氏菌

试管凝集抗原、阴、阳性对照血清由中国疾病预防控制中心

提供，效期内使用。所有资料处理均使用Excel软件进行统

计分析。抗体水平数据进行对数转换，抗体平均滴度的显著

性检验用f检验。布病感染定义：已确诊的患者，以及血清

检验(sAT)阳性(1：100++及以上)，且未接种过布病疫苗者。

监测结果显示，2年共监测3160人，血清标本阳性56

份，人群感染率为1．8％；确定患者42例，患病率为1．3％；男

性42例，女性14例，感染率分别为2．1％(42／1984)和1．3％

(14／1176)。比较2005与2006年间感染率和患病率，差异均

有统计学意义(P<0．01)。固定监测四个乡镇间人群感染率

和患病率分别比较，宋家庄镇分别与杨庄克乡、代王城镇问

比较，差异均有统计学意义(P<O．01)；下宫村乡分别与杨庄

克乡、代王城镇间比较，差异均有统计学意义(P<0．01)；宋

家庄镇与下宫村乡间比较无差异(P>0．01)。职业监测结果

显示，牧业人员、兽医、畜产品收购加工、屠宰职业人群感染

概率组间比较均无差异(P>0．01)；但分别与农业人群相比

差异有统计学意义(P<0．01)。50岁年龄组感染人数最多，

40岁组次之，两组问感染率比较差异无统计学意义(P>

0．01)；但两组分别与其他年龄组比较，差异有统计学意义

作者单位：075000河北省张家口市地方病防治所

(P<0．01)。张家口市与我国布病疫情最严重的内蒙古自治

区、山西省接壤⋯。2005年河北省报告新发布病病例1300

例，张家口市就报告了870例，而蔚县为194例；2006年的上

述数值为246l、1692、239例。监测结果表明，蔚县人间布病

疫情活跃，2006年布病发病率在2005年(41．99／10万)的基

础上增加了23．2％。呈严重的上升趋势。40～50岁年龄段

从事牧业、兽医、畜产品收购加工、屠宰等职业人群感染概率

明显大于其他人群，因在生产生活中是主要劳动力，与病畜

及其产品的接触密切而感染概率大，提示该特征人群仍然是

今后防控工作的重点。监测发现，靠近南部山区的宋家庄镇

和下宫村乡的人群感染率高于农业相对发达的中北部乡镇。

主要原因南部山区借助便利的放牧和养殖条件，却又缺乏对

布病的知识，盲目从邻省、区引进不经检疫的病羊。由于农

民在饲养、放牧、接羔等牧业生产中缺乏必要的卫生防护措

施，接触病畜流产物及其污染物而染病。暴露出盲目引进病

畜和接触传染源是近年来山区布病高发的主要因素之一。

而畜牧管理部门对应大量增加的养殖畜群，客观的检疫人员

和力度不足，同时淘汰病畜补偿机制跟不上，群众发现病羊

自行处理，病畜交换和流动频繁，导致传染源泛滥。因此，建

议各级政府及其相关部门应加大宣传力度，特别是重点人

群。应组织卫生、畜牧、工商等部门建立长期的协作机制，遵

循“预防为主”的方针，依法全面落实“免、检、淘、消”相结合

的综合防治措施，加强对牲畜流通环节的检疫，严格控制传

染源的输入和输出，从根本上遏制布病疫情的发生和蔓延。
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